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Inhibition de la denitrification 
par les hydrocarbures dans les sediments marins. 
R6le de Nereis dive&co/or 
inhibition of denitrifkation by hydrocarbons in marine 
sediments. Role of Nereis diversicolor 
FRANCK GILBERT*, FR~?DE?RIQUE FRANCOIS, GEORGES STORA, JEAN-CLAUDE BERTRAND 
Laboratoire d’ocPanographie et de biog/ochimie, UMR 6535 du CNRS, Centre d’ockanologie de Mane& (OSU), universitP de la MPditerranie, 
campus de Luminy, case 901, 13288 Marseille cedex 9, France 
Une expkrimentation in vitro a ttC conduite B I’aide d’une population de polychttes galericoles 
Nereis diversicolor afin de mettre en evidence le r81e du macrobenthos sur I’expression de la d&i- 
t&cation en presence d’hydrocarbures. La comparaison de l’activite dknitrifiante entre des skdi- 
ments temoins (sans macrofaune) et expkrimentaux (avec macrofaune) contamin& ou non par des 
hydrocarbures a ktc rCali&e aprts 15 et 45 j d’experimentation. Dans les sediments temoins conta- 
min&, la dCnitr&ation est uniquement inhibee dans la couche de surface du skdiment (O-2 cm). 
En presence de macrofaune, l’enfouissement des hydrocarbures ?I l’int&ieur des galeries de poly- 
chPtes entraine une inhibition en profondeur de la d&i&cation. Cette inhibition qui est fonc- 
tion de la quantite d’hydrocarbures enfouis est respectivement d&ectee 2 6 et 10 cm apr&s 15 et 
45 j d’experimentation. 
Mofs cl& : polych&tes, bioturbation, hydrocarbures, bact&ies, d&itrification, &diments marjns 
ABSTRACT 
An in vitro experiment has been carried out in order to illustrate the it$luence of the burrowingpoly- 
chaete Nereis diversicolor on denitrification in hydrocarbon-loaded sediments. After 15 and 45 days, 
the denitriJication activity in the dlrerent contaminated or non-contaminated control (without macro- 
fauna) and experimental (colonized by polychaetes) sediments was compared. In control contaminated 
sediments, the inhibition of denikjkation is solely located in the surface layer (O-2 cm). In thepresence 
ofpolychaetes, the hydrocarbon buried in the burrows extends the inhibition of denitrification in the 
sediment. As a finction of the quantity of buried hydrocarbon, the inhibition of denitrification is 
observed up to a depth of G and 10 cm, after 15 and 45 days, respectively. 
Key words: polychaetes, bioturbation, hydrocarbons, bacteria, denitrification, marine sediments 
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Introduction 
Depuis plusieurs an&es, il apparait clairement que la 
macrofaune joue un role important, par le remaniement 
sedimentaire qu’elle induit, sur I’activite microbienne et 
les echanges a l/interface eau-sediment [l-3]. 
Parmi les differents metabolismes bacteriens etudids 
dans les sediments, la regulation de la denitrification par 
la presence et I’activite du macrobenthos a fait I’objet 
d’une attention privilegiee [4-71. 
De m&me, plusieurs travaux ont montre I’influence de 
la bioturbation sur I’enfouissement de materiel particu- 
laire d’origine naturelle et anthropique dans des sedi- 
ments marins, notamment les hydrocarbures 18-131. 
Compte tenu de I’effet inhibiteur des hydrocarbures sur 
la denitrification [14-l 61, un travail experimental in vitro 
a ete entrepris afin d’etudier les consequences de I’acti- 
vite du macrobenthos en presence d’hydrocarbures sur 
I’expression de la denitrification dans la colonne sedi- 
mentaire 
Dans ce but, une serie d’experimentations in vitro ont 
ete conduites a I’aide d’une population de polychetes 
galericoles Nereis diversicolor, espece choisie pour sa 
capacite a provoquer a la fois un remaniement sedimen- 
taire [I 7, 181 entrainant un enfouissement rapide d’hydro- 
carbures [12] et des echanges de solutes a I’interieur de 
ses galeries [I 91. 
Matkiels et mbthodes 
Les dispositif et protocole experimentaux utilises au labo- 
ratoire, la technique relative a la mesure de la denitrifica- 
tion, ainsi que les methodes d’analyse des nitrates et des 
hydrocarbures ont ete prealablement decrits par Gilbert 
et al. 16, 121. 
Lors ce ce travail, du fait d’une I’activitk dknitrifiante 
reelle tres faible dans le shdiment, I’activit6 dhitrifiante a 
Ctk mesurke selon la methode de I’AED (activitd des enzy- 
mes denitrifiantes) [201. L’AED est une mesure de 
I’expression des enzymes associees a la denitrification 
presentes dans le sediment au moment du prelevement. 
Le principe de cette mesure est d’optimiser, dans chaque 
tranche de sediment isolee, la reaction enzymatique par 
un apport de substrat (glucose : 1 mM ; nitrate : 1 mM) afin 
que la production de N,O soit proportionnelle a la quan- 
tite d’enzymes denitrifiantes [21]. 
Les prelevements de polychetes et de sediments ont CtC 
realises dans le canal Saint-Antoine qui relie le RhBne et 
I’anse de Carteau (golfe de Fos, mer Mediterranee). La 
profondeur moyenne y est de 0,8 m. 
La contamination des sediments a ete realisee en depo- 
sant, en debut d’experience dans des carottiers, une 
galette de sediment de 10 cm de diametre et de 1 cm 
d’epaisseur contenant des hydrocarbures (p&role brut 
Arabe leger). L’analyse gravimetrique a montre que la 
concentration de chaque (( galette-hydrocarbures )), expri- 
m&e en mg. kg-’ sediment set (moyenne n = 6), etait de 
6 437 action hydrocarbures satures (FS), et de 2 452 + 
18 mg. kg-’ sediment set en fraction hydrocarbures aro- 
matiques. Afin d’avoir des conditions experimentales 
identiques, les carottiers non contamines ont recu une 
galette de sediment sans hydrocarbures. 
Lors de cette experimentation, en fonction du traite- 
ment applique au sediment (dont un temoin non traite), 
quatre conditions experimentales differentes ont ete mises 
en place : 
_ sediment temoin (sans macrofaune) : T, 
- sediment temoin contamine (sans macrofaune, et ayant 
requ un apport d’hydrocarbures en surface : TH, 
_ sediment experimental (contenant une population de 
six N. diversicolor) : E, 
_ sediment experimental contamine (contenant une 
population de six N. diversicolor, et ayant requ un apport 
d’hydrocarbures en surface) : EH. 
Apres 15 et 45 j, les sediments ont ete preleves, decou- 
p&s en tranches de 2 cm d’epaisseur depuis la surface en 
tenant compte de la galette jusqu’a 10 cm, et les differen- 
tes analyses effect&es. 
Les differences entre les sediments et les variations spa- 
tio-temporelles de I’activite denitrifiante ont ete analysees 
a I’aide d’une analyse de variance (Anova) a trois facteurs. 
Le test de Bartlett a ete employe pour tester I’homogeneite 
de variance. 
RCsultats et discussion 
Le tableau I presente les profils d’activite denitrifiante 
(moyenne n = 3) mesurees dans les differents sediments, 
apres 15 et 45 j. 
L’analyse de variance (Anova) realisee 1 partir des 
mesures d’activite denitrifiante a permis de mettre en evi- 
dence des evolutions differentes des activites denitrifian- 
tes en fonction du type du type de sediment (sediment), de 
la profondeur de sediment (niveau) et du temps (temps) 
(tableau II). En ce qui concerne les interactions entre les 
differents facteurs (sediment, niveau et temps), aucune 
d’entre elles n’apparait significative indiquant que les 
activites denitrifiantes, en fonction de ces differents fac- 
teurs, evoluent toujours de la meme faGon. 
La figure 1 regroupe les activites denitrifiantes et les 
concentrations en hydrocarbures mesurees dans les diffe- 
rents sediments, apres 15 et 45 j. 
Au tours de I’experience, independamment des pertes 
plus ou moins importantes liees a un depart des hydrocar- 
bures dans la colonne d’eau touchant I’ensemble des 
carottiers [I 21, I’etude de la fraction saturee des hydrocar- 
bures dans les sediments experimentaux contamines, 
montre tout d’abord que dans les carottiers temoins (TH) 
sans organismes les hydrocarbures restent localises a la 
surface du sediment. Dans les carottiers experimentaux 
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Tableau I. Moyennes (* IC, n = 3) de I’activitk dknitrifiante dans les diffhents sediments en fonction de la profondeur, aprhs 15 et 45 j 
Profondeur (cm) T TH E EH 
A 1sj 
o-2 179,3 (9,2) 104,3 (6,2) 203,9 (11,8) 148,7 (25,9) 
2-4 170,7 (0,9) 169,l (24,l) 150,7 (20,4) 77,l (2,5) 
4-6 162,5 (28,5) 141,6(30,0) 148,0 (34,7) 142,8 (8,8) 
6-8 156,0(35,0) 177,6 (1,8) 113,3 (38,5) 127,4 (1,7) 
8-10 148,4 (1,2) 153,3 (2,O) 107,3 (6,3) 153,9 (28,3) 
A45j 
o-2 174,7 (3,4) 109,9 (9,7) 95,9 (1,9) 96,5 (11,5) 
2-4 89,3 (1,9) 101,8 (24,2) 79,3 (13,4) 62,l (2,l) 
4-6 80,8 (3,5) 102,5 (13,5) 116,9 (3,l) 752 @A) 
6-8 79,5 (11,5) 95,8 (15,l) 85,8 (2,8) 53,8 (6,2) 
8-l 0 91,8 (4,9) 99,2 (4,8) 110,3 (4,O) 47,3 (22,4) 
Pour le nom des diffbrents sediments, se rbfbrer au texte. 
Tableau II. RCsultats de I’analyse de variance (Anova) i trois fac- 
teurs r6ali&e i partir des mesures d’activit6 dhitrifiante dans les 
diffhrents sediments 
Source de variation P 
Sediment(S) * 
Temps (T) *** 
Niveau (N) * 
Interaction S-T NS (/I = 0,55) 
Interaction S-N NS @ = 0,17) 
Interaction T-N NS @ = 0,63) 
Interaction S-T-N NS (/I = 0,46) 
NS : non significatif ; ***p < 0,001 ; *p < 0,05. 
colonis& par les polych$tes, on observe en revanche un 
enfouissement de ces hydrocarbures (figure 1). 
Les concentrations en hydrocarbures satur& enfouis 
dans les skdiments bio-reman& par la macrofaune sont 
variables en fonction de la profondeur et du temps. 
AprGs 15 j, on note des concentrations allant de 555 2 
35 mg. kg-’ s&d. set de 0 $6 cm ; plus profondement seu- 
les des traces d’hydrocarbures sont d&ectees. 
AprPs 45 j, I’enfouissement des hydrocarbures se mani- 
feste jusqu’a 10 cm de profondeur oti des concentrations 
de 22 mg.kg-’ &d. set sont mesurees. 
En I’absence d’hydrocarbures, la comparaison des acti- 
vi& dans les carottiers T et E montre que I’influence de 
N. diversicolor sur la denitrification est limitee a la couche 
de surface du sediment [221. Dans les 15 premiers jours, 
le remaniement Gdimentaire IiC 2 la construction des 
galeries stimule la denitrification (14 %) en favorisant 
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I’apport de nitrate dans le sediment [61. Apt& 45 j, I’aug- 
mentation de la surface de galeries, induisant une oxyda- 
tion de la zone, entraine I/inhibition de la dknitrification 
(- 45 %) [6]. 
Un apport massif d’hydrocarbures dans les carottiers 
sans organismes (comparaison des carottiers T et TH) 
entraine, dans la couche de surface, tout au long de 
I’expGrience, une baisse de la concentration en nitrate 
(figure 2) et une inhibition (- 40 %) de la d&titrification 
(figure 1). Dans les couches plus profondes, les concen- 
trations en nitrate et les valeurs de production de N,O res- 
tent Gquivalentes en presence ou absence d’hydrocar- 
bures. 
La pr&ence simultanee des polychetes et du p&role 
brut (comparaison carottiers E et EH) entraine dans les 
15 premiers jours une inhibition du taux de production de 
N,O jusqu’a 6 cm de profondeur dans le sediment 
(- 22,4 %). En surface, cette inhibition de la denitrifica- 
tion par les hydrocarbures est moins importante que celle 
mesurGe dans les sediments tkmoins car est en partie 
compensee par le caract&e stimulant de la macrofaune. 
Dans le carottier experimental contamine (EH), on 
retrouve egalement des valeurs plus faibles en nitrate. 
Aprils 45 j, on peut tout d’abord observer, 2 partir de 
2 cm de profondeur dans le sediment, une chute g&&ale 
de la concentration en nitrate et de I’activite denitrifiante, 
et ceci indCpendamment des conditions exp&imentales 
(figures 1 et 2). 
Dans les Gdiments temoins sans organisme, I’inhibition 
de la denitrification en presence d’hydrocarbures (TH) 
reste localisee dans la couche de surface (figure 1). 
Dans les skdiment experimentaux contenant des poly- 
chetes, I’inhibition de la denitrification (-40,5 % en 
moyenne sur tout le sediment) lice 2 I’enfouissement des 
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Figure 1. Activitt! dgnitrifiante (moyenne f K, n = 3) et concentra- 
tion en hydrocarbures (indiqke dans les b&es) dans le s6diment 
en fonction des conditions expkimentales et de la profondeur, 
apr& 15 et 4.5 j. 
Les concentrations en hydrocarbures sont exprimees en mg de frac- 
tion saturee des hydrocarbures. kg-’ sediment sec. L’absence de 
CC bulle JJ indique une concentration en hydrocarbures nulle. Pour le 
nom des differentes conditions experimentales, se r@f&er au texte. 
hydrocarbures (EH) se maintient et se manifeste jusqu’a 
10 cm de profondeur, pour des concentrations en nitrate 
equivalentes a celles mesurees dans les sediments non 
contamines (T et TH) (figure 2). En surface, les valeurs de 
denitrification sont equivalentes pour les sediments con- 
tamines avec (EH) ou sans polychetes (TH). 
Bien que, dans certaines conditions experimentales, 
I’effet negatif des hydrocarbures sur la denitrification ne 
soit pas toujours verifie [231, ce phenomene a souvent et@ 
demontre. Dans le cadre de nos travaux, I/inhibition de la 
denitrification a ete observee en presence ou non d’une 
baisse de la concentration en nitrate dans les sediments. 
De ce fait, elle peut etre attribuee : i) au caractere toxique 
des hydrocarbures contenus dans le petrole brut et notam- 
ment des hydrocarbures aromatiques ; ii) a la mise en 
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0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12 
I T-- 
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Figure 2. Concentration en nitrate dans le s6diment en fonction des 
conditions expfkimentales et de la profondeur, apr& 15 et 45 i. 
Pour le nom des diff&entes conditions exp&imentales, se rtGf&er au 
texte. 
place de conditions anoxiques limitant la nitrification et 
done la production de NO,- et stimulant la sulfato-reduc- 
tion dont la production de sulfures inhibe la denitrifica- 
tion [14-l 6, 24, 251. En effet, les mesures de potentiel 
d’oxydo-reduction effect&es dans les sediments conta- 
mines [26], s’echelonnant entre -122 et -197 millivolts, 
montrent que les conditions du milieu sont c com- 
patibles D avec I’expression de la sulfato-reduction. 
L’influence de N. diversicolor sur la denitrification appa- 
rait done comme tres complexe, basee a la fois sur la dis- 
tribution des nitrates, la pen&ration de I’oxygene et 
I’enfouissement des hydrocarbures, processus modifies 
constamment par les differentes activites du polychete dans 
le sediment (remaniement sedimentaire et bio-irrigation). 
Conclusion 
Jamais prises en compte simultanement jusqu’a present, 
I’etude de la denitrification et celle de I’enfouissement 
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des hydrocarbures montrent l’influence majeure exercee 
par la polychete Nereis diversicolor sur la modification a 
la fois de la distribution des hydrocarbures et de I’expres- 
sion de la denitrification. 
Le transport et le stockage des hydrocarbures dans les 
galeries entrainent une inhibition en profondeur de la 
denitrification. Cette inhibition est variable au tours du 
temps en fonction du degre d’installation des organismes 
et des quantites de contaminants enfouis dans les sedi- 
ments. 
ABRIDGED VERSION 
Numerous works have demonstrated the influence of biotur- 
bation on both denitrification activity in sediment and ad- 
sorbed hydrocarbon reworking. However, the link between 
the two processes has not yet been established. The aim of 
this work was to investigate the impact of hydrocarbons on 
denitrification in in vitro bioturbated experimental sedi- 
ments. 
The experimental design was based on the comparison of 
four types of sediments: i) control sediment, without-macro- 
fauna sediment (T); ii) control contaminated sediment, with- 
out-macrofauna sediment which has received a I-cm 
hydrocarbon loading (hydrocarbon-sediment mixing at the 
concentration of 3 215 mg hydrocarbon saturated fraction. 
kg-’ dry sed.) at the surface (TH) ; iii) experimental sediment, 
sediment colonized by a six Nereis diver&o/or population 
(E) ; IV) experimental contaminated sediment, experimental 
sediment which has received a hydrocarbon loading at the 
sediment surface (EH). In order to standardize the experi- 
mental conditions, a I-cm sediment loading was deposited at 
the sediment surface of non-contaminated sediments. The 
different sediments were disposed into a continuous seawater 
flow-through system under controlled salinity, temperature 
and light-dark cycle conditions. The denitrification rate 
measurements and hydrocarbon analyses were realized in 
sediments from the top to a depth of 10 cm, after 15 and 45 
days. 
In non-hydrocarbon-contaminated sediments, the presence 
of Nereis diversicolor (E) induced a stimulation (15 days), 
then an inhibition (45 days) of denitrification in the surface 
layer (O-2 cm), without any effect down the sedimentary col- 
umn in the case of the control (without macrofauna) ones 
(T). In control contaminated sediments (TH), hydrocarbons 
were kept at the sediment surface and a reduction of the den- 
itrification rate was found at the surface layer. On the other 
hand, in polychaete-colonized sediments (EH), hydrocar- 
bons were buried into the sedimentary column down to a 
depth of 6 and 10 cm, after 15 and 45 days, respectively. 
While the inhibition of denitrification was reduced in the 
surface layer, it was then extended down the sediment as a 
function of the contaminant presence in the polychaete bur- 
rows. 
In the presence of hydrocarbons at the sediment surface, the 
polychaete Nereis diversicolor plays an important role in den- 
itrification by burying hydrocarbons and extending down the 
sediment their impact on denitrification. 
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